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1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
1.1.1 Klinische und pharmakologische Bedeutung G-Protein gekoppelter 
Rezeptoren 
 
Die Superfamilie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR) bildet mit bis heute mehr 
als 800 identifizierten Genen die größte Proteinfamilie des menschlichen Genoms [1-3]. 
Mehr als 50% aller Medikamente haben diese Rezeptorengruppe als Angriffspunkt [4]. Es 
verwundert deshalb kaum, dass einige der an diesen Rezeptoren angreifenden Pharmaka zu 
den weltweit meist verkauften Produkten der pharmazeutischen Industrie zählen. Noch sind 
längst nicht alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in ausreichendem Maße charakterisiert. 
Aufgrund ihrer hervorragenden Bedeutung werden sie auch in Zukunft eine große Rolle bei 
der Entwicklung neuer Medikamente spielen [5].  
1.1.2 Gemeinsame Merkmale und Liganden  
 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren haben zwei gemeinsame Merkmale.  Zum einen sind 
sie strukturell aus sieben hydrophoben Transmembrandomänen aufgebaut und zum anderen 
interagieren sie mit einem G-Protein. Die Bezeichnung „Sieben-Transmembrandomänen-
Rezeptoren“ wäre korrekter, da in den letzten Jahren auch G-Protein unabhängige Signal-
wege entdeckt worden sind [6-7]. Innerhalb der Transmembrandomänen zeigen die GPCRs 
die größte Strukturhomologie. Die größten Unterschiede zeigen sich am Aminoterminus, am 
Carboxylterminus und in der dritten intrazellulären Schleife, die die Transmembrandomänen 
5 und 6 verbindet. Die Länge des Aminoterminus variiert dabei zwischen 10 und mehreren 
hundert Aminosäuren [8]. 
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Die endogenen Liganden der GPCRs weisen eine große strukturelle Diversität auf. Diese 
reichen von Photonen über Ionen, kleine organische Moleküle, Peptide bis hin zu Proteinen. 
Obwohl es bereits gelungen ist, die Ligandenbindungsstellen bei einigen GPCRs zu identifi-
zieren, erlaubt die Größe der Liganden keine Voraussage über den Bindungsort [9]. 
1.1.3 Klassifikation G-Protein gekoppelter Rezeptoren 
 
G-Protein- gekoppelte Rezeptoren werden in 5 Hauptgruppen unterteilt, die 2003 durch 
Fredriksson et al. erstmals festgelegt worden sind [1]. Die mit Abstand größte Gruppe bildet 
die Rhodopsin-Familie mit insgesamt 701 Mitgliedern. Innerhalb der Rhodopsin-Familie un-
terscheidet man 4 Gruppen. Die α-Gruppe mit 89 Rezeptoren, darunter die Prostaglandin-, 
Melatonin-, biogenen Amin- und Opsin-Rezeptoren. Zu den Aminrezeptoren zählen u. a die 
Histaminrezeptoren. Zur β-Gruppe zählen 35 Rezeptoren. Einige ihrer Vertreter sind die 
Cholezystokinin-, die Neurotensin- und die Oxytocin-Rezeptoren. Aus insgesamt 59 Rezep-
toren besteht die γ-Gruppe. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind die Somatostatin-, die 
Opioid- und die Chemokinrezeptoren. Die δ-Gruppe bildet mit ihren 58 plus geschätzten 460 
olfaktorischen Rezeptoren die größte Gruppe aller GPCRs. Zur δ- Gruppe zählen u. a. die 
TSH-, FSH, und LH-Rezeptoren. 
Deutlich weniger Mitglieder als die Großfamilie der Rhodopsin-Rezeptoren haben die 
Adhäsions-Familie (24 Mitglieder), die Geschmacks-Familie (24 Mitglieder), die Glutamat-
Familie (15 Mitglieder) und die Sekretin-Familie (15 Mitglieder).  
1.1.4 Struktur und Funktion G-Protein gekoppelter Rezeptoren 
 
Die Publikation der ersten Kristallstrukturen G-Protein gekoppelter Rezeptoren in den 
Jahren 2007 und 2008 bedeutete einen wesentlichen Fortschritt im Verständnis der Struktur 
und Funktion dieser größten Gruppe von Transmembranproteinen [10-13]. Dennoch be-
schränkt sich das derzeitige Wissen auf die Kristallstrukturen des humanen  β2-Rezeptors, 
des β1-Adrenozeptors des Truthahns, des humanen Adenosin A2A-Rezeptors, des bovinen 
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Opsins und die aktive Form von Rhodopsin. Diese besitzen Modellcharakter für andere G-
Protein gekoppelter Rezeptoren, deren Kristallstrukturen aufgrund der extremen Schwierig-
keit der Kristallzüchtung noch nicht vorliegen [12].  
1.1.4.1 Funktion am Beispiel des β2-Rezeptors 
 
     Durch die Bindung von Adrenalin oder Noradrenalin (Agonisten) an den β2-Adrenozeptor 
kommt es zur Aktivierung der stimulatorischen Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins 
(Gαs), was zum Abbinden von GDP mit nachfolgendem Austausch gegen GTP führt. An-
schließend dissoziiert das G-Protein in seine α-Untereinheit und einen Komplex aus β- und 
γ-Untereinheit. Die α-Untereinheit  stimuliert die Adenylylzyklase (Effektor des Gαs), wodurch 
es zum Anstieg der Konzentration von cAMP, der Aktivierung der cAMP-abhängigen Pro-
teinkinase und schließlich zur Phosphorylierung von intrazellulären Proteinen kommt. Sobald 
das GTP durch die der α-Untereinheit inhärenten GTPase wieder zu GDP und Pi hydrolysiert 
ist, reassoziieren die Untereinheiten des G-Proteins, was einen Neubeginn des Zyklus er-
möglicht [14]. Das beschriebene Funktionsschema wird in Abbildung 1 veranschaulicht.  




Abbildung 1: Zyklus G-Protein-gekoppelter Rezeptoren am Beispiel des β2AR modifiziert 
nach Seifert [16].  
1.1.4.2 Struktur G-Protein-gekoppelter Rezeptoren am Beispiel des Histamin 
H4-Rezeptors 
 
Abbildung 2 zeigt den Histamin H4-Rezeptor. Dieser besteht aus 390 Aminosäuren, die 
insgesamt 7 Transmembrandomänen mit drei extra- und intrazellulären Schleifen bilden. Der  
N-Terminus befindet sich extrazellulär und der C-Terminus intrazellulär. Die gepunktete Linie 
repräsentiert die Disulfidbrücke, welche die Cysteine in der dritten Transmembran- und zwei-
ten extrazellulären Schleife miteinander verbindet. Fett dargestellt sind Asp3.32 und Glu5.46,
 
welche eine wichtige Rolle bei der Bindung von Histamin spielen. Die H4R67-Isoform enthält 
nur die ersten 67 N-terminalen Reste (in weiss markiert), während der H4R302 die in grau 
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markierten Reste nicht aufweist. Die konservierten Reste in der Familie A der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren sind in schwarzen Kreisen dargestellt. Die Glycosylierungsstellen 




Abbildung 2: Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren am Beispiel des H4R nach 
Leurs [15].  
1.1.5 Fusionsproteine und Insektenzellen als Modell zur Analyse G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren 
 
Mit der Konstruktion des β2AR-Gαs Fusionsproteins gelang Bertin et al. die Entwicklung 
einer Methode, welche die Messung der GTPase-Aktivität erlaubt [16-17]. Bei diesem Fusi-
onsprotein ist der Carboxyterminus des GPCR kovalent mit dem Aminoterminus der α-
Untereinheit des G-Proteins verbunden. Vorteil dieses Konstrukts sind die definierte 1:1 Stö-
chiometrie zwischen Rezeptor und G-Protein und die räumliche Nähe zwischen GPCR, G-
Protein und der Zellmembran. Dadurch wird eine effiziente Kopplung ermöglicht und es kön-
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nen viele funktionelle Untersuchungen wie GTPase-Assays, AC-Assays und Bindungsversu-
che durchgeführt werden  [18-21]. 
Ein geeignetes Expressionssystem sind Spodoptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen, weil 
sie Gs-ähnliche Proteine nur in geringem Ausmaß exprimieren, und eine geringe endogene 
GTPase-Aktivität besitzen [16]. Obwohl es sich bei Fusionsproteinen um ein künstlich herge-
stelltes Konstrukt handelt, konnten zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass es im Bezug auf 
die Ligandenaffinität, -effektivität und -bindung keine großen Unterschiede zwischen fusio-
nierten und unfusionierten Rezeptoren gibt [19-20, 22-23]. Daher kann davon ausgegangen 
werden, dass die mit physiologisch nicht vorkommenden Fusionsproteinen erzielten Ergeb-
nisse auch auf physiologisch vorkommende, unfusionierte Systeme übertragbar sind. 
1.2 Histaminrezeptoren 
 
Allen bisher bekannten vier Histaminrezeptorsubtypen ist gemein, dass sie der 
Gruppe G-Protein gekoppelter Rezeptoren angehören und Histamin als endogenen 
Liganden besitzen [24]. Seit der Entdeckung des Histamins durch Sir Henry Dale im Jahr 
1910 ist ein ganzes Jahrhundert vergangen, in dem dieses kurzwirksame biogene Amin, 
welches durch die katalytische Aktivität des Enzyms Histidindecarboxylase aus der 
Aminosäure Histidin synthetisiert wird, zu einem der meist beforschten Substanzen der 
biomedizinischen Wissenschaften wurde [25-26]. 
1.2.1 Der H1-Rezeptor 
 
H1-Rezeptoren koppeln an Gq-Proteine, was zur Aktivierung von Phospholipase C,  Pro-
duktion von Inositol-1,4,5-trisphosphat und Freisetzung von Calcium aus intrazellulären 
Speichern führt  [27]. Dieser Rezeptorsubtyp wird u.a auf Endothelzellen und glatten Muskel-
zellen exprimiert, wo der H1-Rezeptor Vasodilation und Bronchokonstriktion vermittelt. The-
rapeutisch werden H1R-Antagonisten schon seit mehr als sechs Jahrzehnten erfolgreich zur 
Behandlung allergischer Reaktionen vom Typ 1 verwendet, wo sie Blockbusterstatus erlang-
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ten [24]. Außerdem findet man H1-Rezeptoren im ZNS, wo durch diesen Rezeptorsubtyp u.a 
der Schlaf-Wach-Rhythmus reguliert wird. Anhand von Experimenten an H1R-Knockout-
Mäusen wurden zahlreiche Funktionen des H1-Rezeptors entdeckt. Dazu zählen Lokomotion, 
exploratorisches Verhalten, kognitive Funktionen, sensorische Informationsverarbeitung, 
Schmerzempfinden und Essverhalten [28-29]. Die bei der Verwendung von H1R-
Antagonisten der ersten Generation beobachteten sedativen Effekte, die sowohl als uner-
wünschte Arzneimittelwirkung aber auch therapeutisch eingesetzt werden, sind ebenfalls 
ZNS-vermittelt und auf die Penetration der Blut-Hirn-Schranke zurückzuführen [30]. 
1.2.2 Der H2-Rezeptor 
 
H2-Rezeptoren aktivieren Gs-Proteine und führen zu einem Anstieg von cAMP [31]. Sie 
werden von Belegzellen im Magen exprimiert, wo sie die Sekretion von Magensäure vermit-
teln. Diese Entdeckung führte zur Entwicklung von H2-Rezeptorantagonisten, für deren Ent-
wicklung Sir James Black 1988 mit dem Nobelpreis für Physiologie und Medizin ausgezeich-
net worden ist [32]. Weiterhin findet man den H2-Rezeptor auf T-Zellen, wo ihre Aktivierung 
durch verminderte Expression spezifischer Zytokine zu einer Verringerung Th1- und Th2-Zell 
vermittelter Immunreaktionen führt [33]. Ebenso hemmt der H2-Rezeptor die Aktivierung 
neutrophiler Granulozyten [34].  
1.2.3 Der H3-Rezeptor  
 
Der H3-Rezeptor ist ein Gαi/o-gekoppelter präsynaptischer Autorezeptor, der sowohl die 
Freisetzung von Histamin als auch von anderen Neurotransmittern inhibiert. Er wird vorwie-
gend im ZNS exprimiert, wo er auf histaminergen Neuronen vorgefunden wird, die ihren Ur-
sprung im Nucleus tuberomamillaris nehmen und sich von dort aus im Gehirn ausbreiten. 
Zudem wird dieser Rezeptor vorwiegend in der Amygdala, im zerebralen Kortex, Globus pal-
lidus, Hippocampus, Hypothalamus, Nucleus accumbens und im Striatum exprimiert [35]. 
Peripher ist er in den Atemwegen, im Gastrointestinaltrakt und im kardiovaskulären System 
Einleitung                                                                                                                            8 
 
 
lokalisiert [36]. Zurzeit sind keine H3R-Liganden auf dem Arzneimittelmarkt zugelassen, aber 
es werden klinische Studien mit H3R-Antagonisten zur Behandlung von Essstörungen, Denk- 
und Aufmerksamkeitsstörungen sowie bestimmten Epilepsieformen durchgeführt. Mögliche 
Anwendungen für H3R-Antagonisten wären dementsprechend die Behandlung kognitiver 
Störungen, Depression, Epilepsie, Fettsucht, Insomnie, Narkolepsie und Schizophrenie [37]. 
In einem Mausmodell konnte die protektive Wirkung des H3-Rezeptors bei zerebraler Malaria 
und die Bedeutung dieses Rezeptors für die Funktion der Blut-Hirnschranke nachgewiesen 
werden, was auf eine Beteiligung dieses Rezeptors an neuroinflammatorischen Prozessen 
hinweist [38].  
1.2.4 Der H4-Rezeptor  
 
Der H4-Rezeptor wird vorwiegend auf Zellen hämatopoetischen Ursprungs vorgefunden. 
Dazu zählen Basophile, Eosinophile, dendritische Zellen, Mastzellen, Monozyten und T-
Zellen. Er ist an Pertussistoxin-sensitive Gi/Go-Proteine gekoppelt, welche die Bildung von 
cAMP über Adenylylzyklasen inhibieren, und über β- und γ-Untereinheiten zu einer Mobili-
sierung intrazellulären Kalziums und zur Aktivierung Mitogen-aktivierter Proteinkinasen 
(MAPKs) führen [39-40]. Dieses jüngste Mitglied der Histaminrezeptorfamilie hat Bedeutung 
für die Chemotaxis von Mastzellen, Eosinophilen und dendritischen Zellen, sowie die Zyto-
kinproduktion durch dendritische Zellen und T-Zellen. Seit seiner zeitgleichen Entdeckung 
durch verschiedene Gruppen in den Jahren 2000-01 ist dieses Mitglied der Histaminrezep-
torfamilie intensiv beforscht worden [41-46]. In vivo Untersuchungen haben gezeigt, das die-
ser Rezeptor eine Rolle bei allergischen Prozessen, Asthma, akuter Entzündung, chronisch-
entzündlichen Darmerkrankungen, Krebserkrankungen, neuropathischem Schmerz, Pruritus 
und rheumatoider Arthritis besitzt [47-53]. Aufgrund dieser hervorragenden Bedeutung ist der 
H4-Rezeptor ein attraktives Ziel für die Entwicklung neuer Arzneimittel [24]. 
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1.3 Maximale Wirkstärke eines Liganden  
 
Unter Wirkstärke (Effektivität, Emax) versteht man die maximale biologische Aktivität eines 
Liganden an einem Rezeptor [12]. Man teilt Liganden entsprechend ihrer Wirkung in ver-
schiedene Klassen ein. Volle Agonisten führen zu einer maximalen Rezeptorstimulation, Par-
tialagonisten erzielen selbst bei Sättigungskonzentrationen keine Vollstimulation, neutrale 
Antagonisten haben keinen Effekt auf die Rezeptoraktivität, können aber andere Liganden 
an der Rezeptorbindung hindern, d.h. als kompetetive Antagonisten wirken. Inverse Agonis-
ten bewirken eine Reduktion der basalen oder konstitutiven Aktivität eines Rezeptors [54].  
1.4 Zweizustandsmodell der Rezeptoraktivierung 
 
Das Zweizustandsmodell geht von einer GPCR-Isomerisierung von einem inaktiven (R)-
Zustand zu einem aktiven (R*)-Zustand aus. Veranschaulicht wird dies in Abb. 3. Volle Ago-
nisten führen zu einer maximalen Stabilisierung des R*-Zustands. Volle inverse Agonisten 
führen zu einer maximalen Stabilisierung des R-Zustands. Neutrale Antagonisten haben kei-
nen Einfluss auf das R/R* Equilibrium, blockieren aber die Effekte von Agonisten und inver-
sen Agonisten. Partialagonisten und partielle inverse Agonisten haben eine niedrigere Effek-
tivität als volle Agonisten und volle inverse Agonisten [55]. R- zu R*-Isomerisierung  in 
GPCRs in Abwesenheit von Liganden bezeichnet man als konstitutive Aktivität, die beim H4-
Rezeptor sehr hoch ist [56].  
 




Abbildung 3: Schematische Darstellung der Ligandeneffektivität anhand des Zweizu-
standsmodells der GPCR-Aktivierung (modifiziert nach Seifert [55]).  
1.5 Übersicht verwendeter Liganden 
Es wurden insgesamt 18 H1R-Antagonisten und 22 H1R-Agonisten untersucht, darunter 
8 H1R-Antagonisten der ersten Generation, 6 der zweiten Generation und 3 Antidepressiva. 
Unter den untersuchten 22 H1R-Agonisten stellten die 2-Phenylhistamine mit 12 Vertretern 
die größte untersuchte Gruppe dar. Als Referenzsubstanz für einen inversen Agonisten 
diente Thioperamid [56]. Ebenso zu den Untersuchungen zählte JNJ7777120, der einzig 
bisher verfügbare selektive Antagonist am H4R [49]. Die folgende Tabelle und die 
Abbildungen 4 und 5 geben einen Überblick über die Diversität der analysierten Liganden. 
 











1 TRI Triprolidin 
2 DPH Diphenhydramin 
3 MEP Mepyramin 
4R (+)-DMT (+)-Dimethinden 
4S (-)-DMT (-)-Dimethinden 
5 CPI (+)-Chlorpheniramin 
6 KET Ketotifen 
7 CLE Clemastin 
8 CYPRO Cyproheptadin 
H1R Antagonisten, 
zweite Generation 
9 AST Astemizol 
10 AZE Azelastin 
11 TEF Terfenadin 
12 FEX Fexofenadin 
13 LEVO Levocetirizin 
14 LORA Loratidin 
 15 TEP N-{2-[2-(3-Trifluoromethylphenyl)-1H-
imidazol-4-yl]ethyl}piperidin 
Antidepressiva 16 DOX Doxepin 
17 MAPRO Maprotilin 
18 MIRTA Mirtazapin 
Histamin 19 HIS Histamin 







20 BET Betahistin 
21 MEH 2-Methylhistamin 
22 BEH 2-Benzylhistamin 
23 MPTH 2-(4-Methylphenylthiomethyl)histamin 
24 TEA 2-(2-Thiazolyl)ethanamin 
2-Phenylhistamine 25 PH 2-Phenylhistamin 
26 2FPH 2-(2-Fluorphenyl)histamin 
27 2MPH 2-(3-Methylphenyl)histamin 
28 MOPH 2-(3-Methoxyphenyl)histamin 
29 TFMPH 2-(3-Trifluormethylphenyl)histamin 
30 3FPH 2-(3-Fluorphenyl)histamin 
31 3CPH 2-(3-Chlorphenyl)histamin 
32 BPH 2-(3-Bromphenyl)histamin 
33 IPH 2-(3-Iodophenyl)histamin 
34 4FPH 2-(4-Fluorphenyl)histamin 
35 4CPH 2-(4-Chlorphenyl)histamin 
36 DFPH 2-(2,4-Difluorphenyl)histamin 
Histaprodifene 37 MHP Methylhistaprodifen 
38 DMHP Dimethylhistaprodifen 
39 PHP Pyrrolidinohistaprodifen 
40 NIHP Suprahistaprodifen 
41 DIMHP Dimeres Histaprodifen 
Referenzliganden 42 THIO Thioperamid 
43 JNJ JNJ7777120 
 






Abbildung 4: Strukturformeln der untersuchten Liganden, Teil 1 (Nr. 1-18), modifiziert nach 
Deml et al. [57].
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Abbildung 5: Strukturformeln der verwendeten Liganden, Teil 2 (Nr. 19-43), modifiziert nach 
Deml et al. [57]. [50]. 




Seit der zeitgleichen Entdeckung des Histamin H4-Rezeptors durch mehrere Gruppen in 
den Jahren 2000-01 bestand Unklarheit darüber, ob und mit welcher Wirkung klassische 
Liganden des H1R an das neu entdeckte Mitglied der Histaminrezeptoren binden. Die von 
Nguyen et. al [44] beschriebenen Affinitäten konnten von keiner anderen Gruppe bestätigt 
werden. Thurmond empfahl deshalb diese Ergebnisse mit Vorsicht zu behandeln [24]. Die 
Anfertigung dieser Arbeit diente der Klärung dieser Fragestellung. Es erfolgte eine 
systematische Untersuchung klassischer H1R-Agonisten und H1R-Antagonisten am humanen 
H4R. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Lösung verwendeter Liganden       
 
    Die verwendeten Phenylhistamine wurden komplett in Wasser gelöst [58]. Stammlösun-
gen der Histaprodifene, Astemizol, Azelastin, Terfenadin, Fexofenadin, Ketotifen, Clemastin, 
Cyproheptadin, Mirtazapin und Loratadin (jeweils 10 mM) wurden in Dimethylsulfoxid gelöst. 
In allen Versuchen mit in Dimethylsulfoxid gelösten Liganden wurde die Dimethylsulfoxid-
konzentration auf 5% eingestellt, um eine komplette Lösung der Substanzen zu gewährleis-
ten [57, 59-60].  
2.2 Substanzen und Hersteller 
 
Substanz Hersteller 
[3H]HA, spezifische Aktivität: 14.2 Ci/mmol Perkin Elmer, Boston, MA, USA 
[32P]i als H3PO4, spezifische Aktivität: 8500-
9120 Ci/mmol zur Synthese von [γ-32P]GTP 
Perkin Elmer, Boston, MA, USA 
Albumin, bovines Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Adenylylimidodiphosphat (AppNHp)  Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
ATP (Dinatriumsalz), Reinheit: 100% Roche, Mannheim, Deutschland 
Benzamid, aufgereinigt, 99,9% Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Kreatinkinase (CK) vom Hasenmuskel Roche, Mannheim, Deutschland 
Kreatinphosphat, dibasisches Tetrahydrat   Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
DC Protein Assay Kit II Bio-Rad Lab., München, Deutschland 
EDTA, Titriplex® II Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Ethanol abs. Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland 
fetales bovines Serumalbumin, Hitze-
inaktiviert 
Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland 
GDP (Natriumsalz) Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Gentamycin 50 mg/ml Cambrex, Wuppertal, Deutschland 
GF/C Filter  (Glasmikrofaserfilter, 24 mm) Whatman, Dassel, Deutschland 
Graph Pad Prism 4.0 Programm  Graphpad, San Diego, CA, USA 
GTP (Dinatriumsalz) Roche, Mannheim, Deutschland 
HCl, rauchend, 37% Merck, Darmstadt, Deutschland 
Leupeptin, Hemisulfat EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, USA 
Methanol abs. Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland 
MgCl2×6 H2O  p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland 
NaCl p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland 
NaH2PO4×H20  p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland 
PBS Puffer (Dulbecco) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Rotiszint® eco plus Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Scintillation Counter Tri-Carb 2800 TR Perkin Elmer, Massachusetts, Deutschland 
Sf9-Zellen LGC Promochem, VA, USA 
Sf-900 II Zellmedium (1× ), flüssig Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tris-Base USB Europe GmbH, Staufen, Deutschland 
                                                                                                                                              
Tabelle 2: Liste der verwendeten Substanzen und deren Hersteller 





Gerät Typenbezeichnung Hersteller 
Harvester 
 



















Liquid Scintillation Analyzer 














Edison, NJ, USA 
Zentrifugen Centrifuge 5417R Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland 
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 Jouan GR4i Centrifuge Thermo Electron 
Corporation, 
Waltham, MA, USA 
 
 Sorvall Super T21 Kendro, Newtown, 
CT, USA 
 
                                                                                                                                              
Tabelle 3: Übersicht der verwendeten Geräte  
2.4 Zellkultur und Transfektion  
 
     Die Sf9-Zellen wurden in 250 mL Erlenmeyerkolben bei 28°C und einer Rotation von 
150 Umdrehungen pro Minute in SF 900 II-Medium kultiviert, welches mit 5% (vol./vol.) feta-
lem Rinderserum und 0,1 mg mL-1 Gentamycin supplementiert war. Die Zelldichte wurde bei 
1,0-6,0 x 106 Zellen mL-1 gehalten [16]. Das Medium wurde alle 2-3 Tage sowie vor jeder In-
fektion gewechselt. Rekombinante Baculoviren wurden mit Hilfe des BaculoGOLD Transfek-
tionskits generiert. Nach der Transfektion von Sf9-Zellen mit pVL-1392-Plasmiden und einer 
Kulturzeit von 7 Tagen wurden die Virusstammlösungen durch zwei sequentielle Amplifikati-
onen gewonnen. In einer ersten Amplifikation wurden die Zellen mit einer Dichte von 2,0 x 
106 Zellen mL-1 suspendiert und mit einer 1:100 Verdünnung des Überstandes der inital 
transfizierten Kultur infiziert. Die Zellen wurden für 7 Tage kultiviert, was im Absterben nahe-
zu der gesamten Zellpopulation resultierte. Der Überstand dieser Infektion wurde für 10 min 
bei 3000 x g zentrifugiert und lichtgeschützt bei 4°C gelagert. In einer zweiten Amplifikation 
wurden die Zellen mit einer Dichte von 3,0 x 106 Zellen mL-1  gesät und mit einer 1:20 Ver-
dünnung des Überstandes der ersten Amplifikation infiziert. Die Zellen wurden für 48 h kulti-
viert und der Überstand wurde abzentrifugiert. Die meisten Zellen zeigten nach diesen 48 h 
Zeichen der Infektion wie Veränderung der Morphologie und Viruseinschlusskörperchen. Die 
meisten Zellen waren aber noch intakt. Der Überstand der zweiten Amplifikation bildete die 
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Virusstammlösung zur Infektion der Zellen für die Membranpräparation. Für die Membran-
präparation wurden die Zellen mit einer Dichte von 3,0 x 106 Zellen mL-1  ausgesät und mit 
einer 1:100 Verdünnung der Virusstammlösung der zweiten Amplifikation infiziert. Die infi-
zierten Zellen wurden 48 h kultiviert. Von einer 100 mL Kultur von mit Baculoviren infizierten 
Sf9-Zellen erhält man durch Zentrifugation 35-55 mg Membranprotein. Um verschiedene 
Expressionshöhen von GPCRs und G-Proteinen zu erhalten, können Virusverdünnungen 
und Infektionsdauer variiert werden. Es ist jedoch schwierig, die Proteinexpression durch 
Variation dieser Parameter exakt zu kontrollieren [61].  
2.5 Membranpräparation  
     Alle Schritte der Membranpräparation erfolgten bei 4°C. Die Sf9-Zellen wurden abgeern-
tet, nach Zeichen der Infektion überprüft (s.o.) und für 10 min bei 1000 x g zentrifugiert. In 
einem einmaligen Waschvorgang  wurden die Zellen für 10 Minuten bei 1000 x g in 50 mL 
Puffer zentrifugiert. Dieser bestand aus 137 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 0,9 mM 
CaCl2, 1,5 mM KH2PO4  und 0,8 mM Na2HPO4, pH 7,4. Danach wurden die Zellen mit 25 Hü-
ben in einem Dounce-Homogenisator in 15 mL Puffer lysiert. Im Puffer enthalten waren  1 
mM EDTA, 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 µg mL-1 Benzamidin und 10 µg mL-1 
Leupeptin in 10 mM Tris/HCl, pH 7,4. Durch Zentrifugation bei 500 x g für 5 min wurden die 
Zellkerne und die unversehrten Zellen entfernt. Die überstehende Suspension wurde für 20 
min bei 40000 x g zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde in 20 mL Lysispuffer resus-
pendiert und wieder zentrifugiert. Die Membranen wurden bei einer resultierenden Protein-
konzentration von 0,5-1,5 mg Protein mL-1 in Bindungspuffer (12,5 mM MgCl2, 1mM EDTA in 
75 mM Tris/HCl, pH 7,4)
 
suspendiert. 
     Die Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein Assay Kit von Bio-Rad bestimmt. Als 
Standardprotein wurde bovines Serumalbumin verwendet. Aus einer Stammlösung (2 mg/ml) 
wurde eine Verdünnungsreihe in Bindungspuffer hergestellt. Sinnvoll sind fünf bis sechs 
Konzentrationen in einem Bereich von 100-1000 µg/mL BSA. Es wurden je 20 µL der Stan-
dardreihe, 20 µL der suspendierten Membran oder 20 µL BB (Leerwert) mit jeweils 100 µL 
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Reagenz A` (bestehend aus 1 ml Reagenz A und 20 µL Reagenz S) und 800 µL Reagenz B 
vermischt. Die Inkubationszeit dieses Ansatzes betrug 20 min. Anschließend wurde die Pro-
teinkonzentration der Standardreihe und der Membran mit dem Biophotometer und dem 
Programm Lowry bestimmt. Die präparierten Sf9-Membranen wurden in 1 mL Aliqots bei -
80°C aufbewahrt [16].  
2.6 [3H]Histamin-Kompetitionsbindungsversuche 
     Vor den Versuchen wurden die Membranen nach dem Auftauen bei 4°C und 13000 Um-
drehungen pro Minute (U/min) 10 min zentrifugiert und in Bindungspuffer (s. Membranpräpa-
ration) resuspendiert. Dieser Waschvorgang war wichtig, um so weit wie möglich endogene 
Guaninnukleotide zu entfernen. Verbleibende Guaninnukleotide könnten mit der Analyse 
exogener Guaninnukleotide interferieren. Die Membranen wurden mindestens 30 Mal mit 
einer Insulinspritze homogenisiert. Dadurch wurde eine optimale Membransuspension er-
zielt. Zur Bestimmung der pKi-Werte wurden die Sf9-Membranen (50-100 µg Protein pro An-
satz, abhängig von der Expressionshöhe) in 250 µL BB aufgenommen, der mit 0,2% BSA 
versetzt war. BSA dient der Verhinderung der Absorption von Membranen an die Wand der 
Eppendorf-Röhrchen. Die nichtspezifische Bindung wurde in Anwesenheit von 10 µM THIO 
bestimmt. Für die Kompetitionsbindungsversuche wurden 10 nM [3H]-Histamin und 5 ver-
schiedene Konzentrationen der Testsubstanz verwendet. Der Ansatz wurde für 60 Minuten 
bei 25°C und einer Schüttelfrequenz von 250 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Die Tren-
nung von gebundenem und freiem Radioliganden erfolgte mittels Filtration durch GF/C-Filter, 
die mit 0,3% Polyethylenimin vorbehandelt wurden, sowie dreimaliger Waschung mit eiskal-
tem Bindungspuffer (4°C). Die Filter-gebundene Radioaktivität wurde mit Hilfe des Szintillati-
onszählers gemessen. Zur Sicherstellung der Lösung und Diffusion der im Filter gebundenen 
Moleküle in die Szintillationsflüssigkeit (Rotiszint® eco plus) wurde die Radioaktivität erst 
nach mehren Stunden gemessen [16].  
 




Bestimmung der absoluten Agonistenbindung  
cpm total:               gemessene Radioaktivität der Proben, die die Liganden enthalten 
cpm unspezifisch:      gemessene Radioaktivität der Proben, die 10 µM Thioperamid  
                            enthalten 
pmol [3H]HA:          absolute Menge an [3H]HA, die ein Reaktionsgefäß enthält,  
                            hier: 5 pmol 
cpm total zugegeben:   gemessene Radioaktivität von 50 µL der [3H]HA-Lösung in 4 mL 
___________         Szintillationslösung 
mg Protein:             zugegebene Menge an Protein (0,05-0,1 mg/Reaktionsgefäß) 
 
Protein mg   cpm
H][ pmol) cpm   (cpm[pmol/mg] 
    zugegeben  total
HA
3





Formel 1: Bestimmung der absoluten Agonistenbindung. 
2.7 GTPase-Versuche 
     Vor der Zugabe von [γ-32P]GTP (0,1-0,2 µCi/Ansatz) wurden alle Schritte bei 4°C durch-
geführt. Zuerst wurden die Liganden (10 µL pro Ansatz) zugegeben. Dann folgte 20 µL 
Tris/HCl 20 mM, pH 7,4. Der Reaktionsmix beinhaltete final 50 mM Tris/HCl, pH 7.4, 100 µM 
Adenosin-5´-[β,γ-imido]triphosphat (AppNHp), 100 nM GTP, 100 µM, ATP, 5 mM MgCl2, 100 
µM EDTA, 5 mM Kreatinphosphat, 40 µg Kreatinkinase und 0.2% (mass/vol.) BSA in Millipo-
re H2O. Für das [γ-32P]GTP wurde als Lösungsmittel Reaktionsmix genommen.  
    Tris dient als Puffer, AppNHp hemmt niedrig affine GTPasen, [γ-32P]GTP wird mit kaltem 
GTP gemischt, um Radioaktivität zu sparen, die GTPase benötigt Mg2+, Kreatinkinase und 
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Kreatinphosphat (CP) werden zur Regeneration von GTP  verwendet (CP + GDP  C + 
GTP unter CK-Katalyse), ATP dient der Regeneration von GTP aus GDP, EDTA komplexiert 
zweiwertige Ionen und BSA vermindert die Adsorption von Protein und Liganden an die 
Wand des Reaktionsgefäßes. 
     Insgesamt befanden sich somit 50 µL Reaktionsmix im Ansatz. Die suspendierten Memb-
ranen (10 µg Protein in 20 µL) wurden anschließend in 0,5 ml Eppendorf-Röhrchen pippet-
tiert (20 µL je Gefäß). Die nun jeweils 80 µL enthaltenden Ansätze wurden in einem Heiz-
block bei einer Temperatur von 25°C für 2 min inkubiert, bevor 20 µL [γ-32P]GTP zugegeben 
wurde. Die Vorinkubation, Start der Reaktion und das Stoppen der Reaktion erfolgten jeweils 
in Intervallen von 15 s. Um die nicht-enzymatische Degradation von [γ-32P]GTP zu erfassen, 
wurden drei Ansätze mit 1 mM GTP mitgetestet.   
     Die Dauer der Reaktion betrug 20 min. Sie wurde durch die Zugabe von 900 µL Kohle-
suspension (4°C), bestehend aus 5% (mass/vol.) aktivierter Kohle und 50 mM NaH2PO4, pH 
2,0, terminiert. Ein ständiges Rühren der Kohlelösung war wichtig, weil die Kohlepartikel 
schnell sedimentieren. Um ein Verstopfen der Pipettenspitze zu verhindern, wurde diese 
vorher schräg abgeschnitten. 
     Im Anschluss daran wurden die Proben sieben Minuten bei 15000 g und 4°C zentrifugert. 
Pro Ansatz wurden 600 µL des Reaktionsgemisches entnommen und in 6 mL Szintillations-
gefäße überführt, in die vorher jeweils 3 mL H2O gegeben wurde. Die Vermessung der Pro-
ben erfolgte im Szintillationszähler [16].  
 
Bestimmung der GTPase-Aktivität: 
 
cpm total:    gemessene Radioaktivität ( [32P]Pi ) aller Proben, die einen Liganden  
                 enthalten  
cpm GTP:   gemessene Radioaktivität der Proben, die GTP 1 mM final enthalten 
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pmol GTP unmarkiert: absolute Menge an GTP, die ein Reaktionsgefäß enthält, hier:   
                           10 pmol (100 nM/100 µl Reaktionsvolumen) 
1,66:        Korrekturfaktor, da von den 1000 µL Reaktionsansatz nur 600 µl   
vermessen werden 
cpm zugegeben:  gemessene Radioaktivität von 20 µL der [γ-32P]GTP-Lösung  
                      in 3 ml H2O 
min Inkubation: Reaktionszeit (hier: 20 min) 
mg Protein: zugegebene Menge an Protein (10 µg/Reaktionsgefäß) 
 
Inkubation   Protein    zugegeben
  unmarkiert GTPGTP   total
 min   mg   cpm





Formel 2: Bestimmung der GTPase-Aktivität. 
2.8 Datenauswertung 
 
     Die Daten wurden mit dem Programm Graph Pad Prism 4.0 ausgewertet. Mit Hilfe dieser 
Software wurden auch sämtliche Grafiken erstellt. Zur Berechnung der Mittelwerte, der Stan-
dardabweichungen und zur Berechnung des Standard Errror of the Mean (SEM) wurde 
Microsoft Excel 2003 benutzt. 
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3  Ergebnisse 
3.1 Resultate der Sf9-Zell-Membranpräparationen 
 
Spodoptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen wurden in der Vergangenheit häufig und er-
folgreich zur Untersuchung der Interaktion von verschiedenen Säugetier-GPCRs mit ihren 
verwandten G-Proteinen verwendet [62-63]. Aufgrund des Fehlens von endogenen konstitu-
tiv aktiven Rezeptoren [61, 63] ist der Signalhintergrund sehr niedrig. Dieses System eignet 
sich somit ideal für Untersuchungen zur Bestimmung der Affinität, Potenz und Effektivität von 
Liganden an den untersuchten Rezeptoren. Die untenstehende Tabelle zeigt die verwende-














1195  hH4R-RGS19 Gαi2 β1γ2 582 
1428  hH4R-RGS19 Gαi2 β1γ2 1856 
1429  hH4R-RGS19 Gαi2 β1γ2 1918 
 
Tabelle 4. Übersicht der verwendeten Membranpräparationen.  
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3.2  [3H]-Histamin-Kompetitionsbindungsversuche 
3.2.1  H1-Rezeptor-Antagonisten 
 
H1R-Antagonisten





























Abbildung 6. Kompetition zwischen [3H]-Histamin (10 nM) und den H1R-Antagonisten AST, DPH 
und MEP in logarithmisch aufgetragener Konzentration am hH4R-GAIP + Gαi2 + β1γ2. Es handelt sich 
um Mittelwerte ± SEM von bis zu sieben unabhängigen Einzelexperimenten in Triplikaten an verschie-
denen Membranpräparationen.  
 
Abbildung 6 zeigt die Kompetitionskurven für repräsentative H1R-Antagonisten. AST war 
mit einem pKi-Wert von 5,10 ± 0,06 der potenteste Vertreter dieser Klasse. Eine um den Fak-
tor 15 niedrigere Affinität zeigte MEP mit einem pKi-Wert < 4. DPH lag mit einem pKi-Wert 
von 4,37 zwischen AST und dem niedrig affinen MEP. 
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3.2.2   2-Phenylhistamine  
 
2-Phenylhistamine





























Abbildung 7: Kompetition zwischen [3H]-Histamin (10 nM) und Vertretern der Gruppe der 2-
Phenylhistamine in logarithmisch aufgetragner Konzentration am hH4R-GAIP + Gαi2 + β1γ2. Es handelt 
sich um Mittelwerte ± SEM von bis zu sieben unabhängigen Einzelexperimenten in Triplikaten an ver-
schiedenen Membranpräparationen.  
 
 
Abbildung 7 zeigt die Kompetitionskurven für ausgewählte Vertreter der Gruppe der 2-
Phenylhistamine. Diese stellten die zweitgrößte der untersuchten Substanzklassen dar. Die 
mit Abstand potenteste Substanz aus dieser Klasse war das TFMPH mit einem pKi-Wert von 
5.91 ± 0.12. Dem gegenüber steht als am wenigsten potenter Ligand aus der Klasse der 2-
Phenylhistamine das MPTH mit einem pKi-Wert von 4,74 ± 0,05, das eine um den Faktor 15 
geringere Potenz als TFMPH zeigte. 4FPH lag mit einem pKi-Wert von 5.26 ± 0.07 zwischen 
TFMPH und MPTH. 
 




































Abbildung 8: Kompetition zwischen [3H]-Histamin (10 nM) und den Histaprodifenen MHP, PHP und 
NIHP in logarithmisch aufgetragner Konzentration am hH4R-GAIP + Gαi2 + β1γ2. Es handelt sich um 




In Abbildung 8 sind die Kompetitionskurven von 3 Histaprodifenen zu sehen. Von den 
untersuchten Histaprodifenen zeigte NIHP am hH4R die höchste Affinität mit einem pKi-Wert 
von 5,77 ±  0,05. Damit war dieser Ligand der drittpotenteste Agonist. Fast ebenso potent 
war das DIMHP (pKi = 5,57 ± 0,08). Die  Potenz von PHP war jedoch mehr als 20-fach ge-
ringer als bei den vorher genannten Liganden (pKi(PHP) = 4,18 ± 0,01). MHP lag mit einem 
pKi-Wert von 5,17 ± 0,05 im Mittelbereich. 
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Substanzname pKi  ± SEM 
H1R-Antagonisten, 
erste Generation 
1 TRI Triprolidin 4,06 ± 0,01 
2 DPH Diphenhydramin 4,37 ± 0,10 
3 MEP Mepyramin < 4 
4R (+)-DMT (+)-Dimethinden < 4 
4S (-)-DMT (-)-Dimethinden < 4 
5 CPI (+)-Chlorpheniramin 4,56 ± 0,01 
6 KET Ketotifen 4,30 ± 0,11 
7 CLE Clemastin 4,80 ± 0,07 
8 CYPRO Cyproheptadin 4,79 ± 0,09 
H1R-Antagonisten, 
zweite Generation 
9 AST Astemizol 5,10 ± 0,06 
10 AZE Azelastin 4,30 ± 0,03 
11 TEF Terfenadin 4,83 ± 0,16 
12 FEX Fexofenadin < 4 
13 LEVO Levocetirizin < 4 
14 LORA Loratidin 4,74 ± 0,02  
 15 TEP N-{2-[2-(3-
Trifluoromethylphenyl)-1H-
imidazol-4-yl]ethyl}piperidin 
4,20 ± 0,09 
Antidepressiva 16 DOX Doxepin 4,78 ± 0,10 
17 MAPRO Maprotilin 4,48 ± 0,03 
18 MIRTA Mirtazapin < 4 
Histamin 19 HIS Histamin 8,07 ± 0,14 
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20 BET Betahistin 4,09 ± 0,07 
21 2MEH 2-Methylhistamin 6,05 ± 0,01 





4,74 ± 0,05 
24 TEA 2-(2-Thiazolyl)ethanamin < 4 
2-Phenylhistamine 25 PH 2-Phenylhistamin 4,79 ± 0,04 
26 2FPH 2-(2-Fluorphenyl)histamin 4,86 ± 0,13 
27 2MPH 2-(3-Methylphenyl)-histamin 5,18 ± 0,19 
28 MOPH 2-(3-Methoxyphenyl)-
histamin 
4,75 ± 0,15 
29 TFMPH 2-(3-Trifluormethylphenyl)-
histamin 
5,91 ± 0,12 
30 3FPH 2-(3-Fluorphenyl)histamin 5,19 ± 0,14 
31 3CPH 2-(3-Chlorphenyl)histamin 5,51 ± 0,04 
32 BPH 2-(3-Bromphenyl)histamin 5,76 ± 0,01 
33 IPH 2-(3-Iodophenyl)histamin 5,54 ± 0,07 
34 4FPH 2-(4-Fluorphenyl)histamin 5,26 ± 0,07 
35 4CPH 2-(4-Chlorphenyl)histamin 4,76 ± 0,09 
36 DFPH 2-(2,4-Difluorphenyl)-
histamin 
5,76 ± 0,05 
Histaprodifene 37 MHP Methylhistaprodifen 5,17 ± 0,05 
38 DMHP Dimethylhistaprodifen 4,23 ± 0,04 
39 PHP Pyrollidinohistaprodifen 4,18 ± 0,01 
40 NIHP Suprahistaprodifen 5,77 ± 0,05 
41 DIMHP Dimeres Histaprodifen 5,57 ± 0,08 







































































Abbildung 9: Regulation der GTPase durch die H1-Antagonisten AST, TEF und TEP am hH4R-GAIP 
+ Gαi2 + β1γ2.  Die dargestellten Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von bis zu vier Einzelexperimen-
ten in Triplikaten. Die Werte der inversen Agonisten beziehen sich auf Emax von Thioperamid, die Wer-
te der Partialagonisten auf Histamin. 
 
Abbildung 9 zeigt die Konzentrations-Wirkungskurven für 3 Vertreter der H1-
Antagonisten mit Histamin als Referenz für einen vollen Agonisten und Thioperamid als Re-
ferenz für invers-agonistisches Verhalten. Die stärkste Stimulation erzielte TEF mit einem 
Emax-Wert  von +0,16 ± 0,02. Das stärkste invers-agonistische Verhalten zeigte AST (Emax = -
0,92 ± 0,06. Die mit Abstand höchste Potenz zeigten MEP (pEC50 = 5,17 ± 0,10) und TRI 
(pEC50  = 4,96 ± 0,07). Im Gegensatz dazu waren AST mit einem pEC50 = < 4 und TEP mit 
einem pEC50  von 4,58 ± 0,04 deutlich weniger potent.  






































































Abbildung 10: Stimulation der GTPase durch die 2-Phenylhistamine BPH, 3CPH und MOPH am 
hH4R-GAIP + Gαi2 + β1γ2.  Die dargestellten Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von bis zu vier Ein-
zelexperimenten in Triplikaten. 
 
Sämtliche Vertreter dieser Gruppe zeigten sich als mehr oder weniger starke Partialago-
nisten. Dies wird in Abbildung 10 anhand von ausgewählten Vertretern dieser Gruppe veran-
schaulicht. BPH als einer der stärksten Partialagonisten erzielte einen  Emax-Wert  von +0,61 
± 0,02. Eine schwächere Stimulation der GTPase erzielten 3CPH (Emax = +0,44 ± 0,02) und 
MOPH (Emax = +0,20 ± 0,01). Anders war das Bild bei Betrachtung der Potenz. IPH mit einem 
pEC50-Wert 5,86 ± 0,08 und TFMPH mit einem pEC50-Wert von 5,83 ± 0,08 waren am poten-
testen.  
 







































































Abbildung 11: Stimulation der GTPase durch die Histaprodifene NIHP, DMHP, und DIMHP am hH4R-
GAIP + Gαi2 + β1γ2.  Die dargestellten Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM von bis zu vier Einzelexpe-
rimenten in Triplikaten. Die Werte der inversen Agonisten beziehen sich auf Emax von THIO, die Werte 
vom Partialagonisten NIHP auf Histamin. 
 
 
Die größte Überraschung aller GTPase-Versuche stellte DIMHP dar. Wie in Abbildung 
11 zu sehen ist,  zeigte es einen größeren invers-agonistischen Effekt als THIO (Emax = -1,27 
± 0,02 vs. 1). MHP, DMHP und PHP zeigten sich ebenfalls als inverse Agonisten. Als einzi-
ger Ligand dieser Gruppe präsentierte sich NIHP als schwacher Partialagonist mit einem 
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3.3.4 Ergebnisübersicht der GTPase-Versuche am hH4R 





1 TRI Triprolidin 4,96 ± 0,07 -0,34 ± 0,01 
2 DPH Diphenhydramin n. d. +0,05 ± 0,01 
3 MEP Mepyramin 5,17 ± 0,01 -0,21 ± 0,03 
4R (+)-DMT (+)-Dimethinden 4,65 ± 0,07 -0,21 ± 0,03 
4S (-)-DMT (-)-Dimethinden 4,43 ± 0,02 -0,21 ± 0,03 
5 CPI (+)-Chlorpheniramin 4,60 ± 0,09 -0,34 ± 0,04 
6 KET Ketotifen 4,59 ± 0,05 -0,30 ± 0,03 
7 CLE Clemastin 4,68 ± 0,08 -0,62 ± 0,06 





9 AST Astemizol < 4 -0,92 ± 0,06 
10 AZE Azelastin 4,43 ± 0,06 -0,37 ± 0,04 
11 TEF Terfenadin n. d. +0,16 ± 0,02 
12 FEX Fexofenadin n. d. -0,13 ± 0,01 
13 LEVO Levocetirizin n. d. +0,13 ± 0,01 
14 LORA Loratidin n. d. +0,06 ± 0,02 




4,58 ± 0,04 -0,37 ± 0,02 
Antidepressiva 16 DOX Doxepin n. d. -0,15 ± 0,05 
17 MAPRO Maprotilin n. d. +0,01 ± 0,06 
18 MIRTA Mirtazapin n. d. -0,10 ± 0,08 






20 BET Betahistin < 4 +0,37 ± 0,02 
21 2MEH 2-Methylhistamin 5,42 ± 0,13 +0,85 ± 0,01 









< 4 +0,22 ± 0,02 
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Tabelle 6: Ergebnisübersicht der GTPase-Assays am hH4R
2-Phenyl-
histamine 
25 PH 2-Phenylhistamin 4,92 ± 0,07 +0,32 ± 0,02 
26 2FPH 2-(2-Fluorphenyl)-
histamin 
4,01 ± 0,08 +0,62 ± 0,04 
27 2MPH 2-(3-Methyl-
phenyl)histamin 
< 4 +0,33 ± 0,02 
28 MOPH 2-(3-Methoxy-




5,83 ± 0,08 +0,51 ± 0,02 
30 3FPH 2-(3-Fluorphenyl)-
histamin 
4,76 ± 0,03 +0,53 ± 0,02 
31 3CPH 2-(3-Chlor-
phenyl)histamin 
5,40 ± 0,08 +0,44 ± 0,02 
32 BPH 2-(3-Brom-
phenyl)histamin 
5,02 ± 0,03 +0,61 ± 0,02 
33 IPH 2-(3-Iodophenyl)-
histamin 
5,86 ± 0,08 +0,30 ± 0,02 
34 4FPH 2-(4-Fluorphenyl)-
histamin 
< 4 +0,39 ± 0,01 
35 4CPH 2-(4-Chlor-
phenyl)histamin n. d. +0,13 ± 0,01 
36 DFPH 2-(2,4-Difluor-
phenyl)histamin 5,04 ± 0,07 +0,65 ± 0,02 
Hista-
prodifene 
37 MHP Methylhista-prodifen 5,20 ± 0,11 -0,93 ± 0,03 
38 DMHP Dimethylhista-prodifen 4,47 ± 0,16 -0,62 ± 0,03 
39 PHP Pyrrolidino-
histaprodifen 
< 4 -0,62 ± 0,03 
40 NIHP Suprahistaprodifen 5,82 ± 0,12 +0,25 ± 0,02 
41 DIMHP Dimeres Histaprodifen 4,81 ± 0,01 -1,27 ± 0,02 
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4 Diskussion 
 
     Sowohl der Histamin H1- als auch der H4-Rezeptor sind in die Pathogenese allergischer 
Erkrankungen involviert [47, 64-65]. Dies lässt vermuten, dass duale H1/H4-
Rezeptorantagonisten bei der Behandlung entzündlich-allergischer Krankheiten von Nutzen 
sein könnten.  
     In früheren Untersuchungen war für [3H]Mepyramin am rekombinanten hH4R in HEK293 
Zellen ein Kd-Wert von 32 nM bestimmt worden, entsprechend einem pKd-Wert von 7,50 [44]. 
Ich fand einen pKi-Wert von 5,44 (siehe 3.2.4). Das ist um zwei Zehnerpotenzen niedriger als 
von Nguyen et. al. [44] berichtet. Ähnliche Unterschiede zwischen meinen Ergebnissen und 
denen von Nguyen [44] zeigten sich für Doxepin. Im Gegensatz dazu war mein für Chlor-
pheniramin ermitteltelter Wert fast identisch mit dem von Nguyen [44]. Andere Gruppen [66-
67] konnten ebenfalls die hochaffine Bindung von H1R-Antagonisten, welche von Nguyen et. 
al [44] beschrieben wurde, nicht bestätigen. Möglicherweise lassen sich die Unterschiede in 
den Daten dadurch erklären, dass die von Nguyen et. al [44] verwendeten HEK293-Zellen 
auch den H1-Rezeptor exprimiert haben [56], welcher mit einem pKd-Wert von 8,34 eine hohe 
Affinität für Mepyramin besitzt [58]. Dieser Wert weicht immer noch um eine Größenordnung 
von Nguyen et. al [44] ab. Eine genaue Analyse des Sättigungs-Bindungs-Experiment in Ab-
bildung 4b) in Nguyen’s [44] Artikel zeigt, dass ihr System hoch- und niedrigaffine Mepyra-
minbindungsstellen besitzt, die nicht angemessen mit einem Modell, das zwei Bindungsstel-
len beinhaltet, analysiert worden sind. Die niedrig-affine Bindungsstelle in der Untersuchung 
von Nguyen, die wahrscheinlich dem hH4R entsprach, erreicht keine Sättigung. Die Hill-
Koeffizienten für viele H1-Antagonisten in den Kompetitionsexperimenten von Nguyen [44] 
sind <1, was auf zwei Bindungsstellen hinweist, die wiederum nicht mit einem 2-
Bindungsstellen-Modell analysiert wurden. Ich habe keine Hinweise auf eine Kontamination 
von hH1R in meinem hH4R-RGS19 Membranpräparationen. Dies konnte durch die Abwesen-
heit der typischen Immunoreaktivität des hH1R mit dem M1 monoklonalen Antikörper [68-69], 
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die Abwesenheit von spezifischer [3H]Mepyramin–Bindung an den hH4R-RGS19 und die Ab-
wesenheit von flachen und potentiell biphasischen Kompetitionskurven gezeigt werden. 
     Eine andere Möglichkeit, die Unterschiede zwischen meinen Untersuchungen und denen 
Nguyens [44] zu erklären, ist die Verwendung zweier unterschiedlicher Expressionssysteme. 
Ich verwendete Sf9-Insektektenzellen, Nguyen hingegen nahm ein Säugetierexpressionmo-
dell. Die Unterschiede im Expressionssystem könnten die Rezeptorglykosilierung und Oli-
gomerisierung betreffen, was die GPCR-Eigenschaften beeinflussen könnte. In Überein-
stimmung mit meinen Daten zeigten Lim et. al (2005) [66], das einige H1R-Antagonisten der 
ersten und zweiten Generation an in Säugetierzellen exprimierten hH4R pKi-Werte <5 auf-
wiesen. Somit schlussfolgere ich, dass, trotz der Verwirrung durch Nguyens [44] Untersu-
chungen, viele H1R-Antagonisten der ersten (1-8) und zweiten Generation (9-14) sowie Anti-
depressiva (16-18) an den hH4R mit niedrigerer Affinität als an den H1R binden. Meine Daten 
legen nahe, dass bereits beschriebene therapeutische Effekte von H1-Antagonisten der ers-
ten und zweiten Generation in hohen Konzentrationen bei allergischen Reaktionen vom Typ I 
durch die duale Blockade des H1- und H4-Rezeptors verursacht sein könnten [24]. Zur Verifi-
zierung dieser Hypothese müssten Messungen der Arzneimittelkonzentrationen in vivo vor-
genommen werden.  
     Die niedrige Potenz von Astemizol in den GTPase-Versuchen steht im Widerspruch mit 
der signifikant höheren Affinität dieses Liganden in den Kompetitionsbindungsversuchen. 
Wahrscheinlich werden unterschiedliche GPCR-Zustände mit beiden Methoden betrachtet. 
Ähnliche Beobachtungen machte ich für das dimere Histaprodifen und einige Phenylhistami-
ne. Im Gegensatz dazu zeigte Suprahistaprodifen bei den pKi- und pEC50-Werten eine sehr 
gute Übereinstimmung. All diese Daten unterstützen die Existenz Liganden-spezifischer 
hH4R-Zustände. Hinweise für Liganden-spezifische GPCR-Zustände liegen auch für den 
hH1R und den hH2R vor [72-75]. 
      Die Phenylhistamine zeigten ein unterschiedliches pharmakologisches Profil am hH1R 
und hH4R. Für Phenylhistamine wurde eine etwas höhere Potenz am hH1R im Vergleich zum 
hH4R festgestellt. Phenylhistamine sind an beiden Rezeptoren Partialagonisten. Die maxima-
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len Wirkstärken sind  am hH1R und hH4R im selben Bereich oder höher am hH1R als am 
hH4R. 2-Phenylhistamine sind weniger selektive H1-Agonisten als angenommen [60-61].  
     Ebenso wie bei den Phenylhistaminen wurden bei den Histaprodifenen Unterschiede zwi-
schen hH1R und hH4R festgestellt. Histaprodifene zeigen eine höhere Affinität zum hH1R als 
zum hH4R. Im Unterschied zu den Phenylhistaminen ist nur Suprahistaprodifen ein Partiala-
gonist am hH1R und am hH4R. Alle anderen Histaprodifene sind Partialagonisten am hH1R 
und inverse Agonisten am hH4R. 
     [35S]Guanosin 5’-[γ-thio]triphosphat-Bindungsexperimente mit Sf9-Membranen die hH4R 
zusammen mit Gαi2 oder nur Gαi2 alleine exprimieren, ließen vermuten, dass Thioperamid 
kein voller inverser Agonist, sondern nur ein partieller inverser Agonist ist [56]. In Überein-
stimmung mit dieser Voraussage inhibierte das dimere Histaprodifen die GTP-Hydrolyse ef-
fektiver als Thioperamid. Somit stabilisiert dimeres Histaprodifen den inaktiven Zustand des 
Rezeptors effektiver als Thioperamid. Zudem stabilisiert dimeres Histaprodifen die inaktive 
Konformation des hH4R effektiver als Methylhistaprodifen. Das weist darauf hin, dass die 
zweite Histaprodifengruppe im dimeren Histaprodifen die invers-agonistische Konformation 
der Histaprodifenpartialstruktur in der Histaprodifenbindungstasche nahe TM5 und TM6 sta-
bilisiert. Die kleinen Histaprodifene sind flexibler in der Histaprodifenbindungstasche nahe 
TM5 und TM6, was zu einer schwächeren Stabilisierung der inaktiven Konformation im Ver-
gleich zu dimerem Histaprodifen führt. Es ist möglich, dass Histaprodifene mit höherer in-
vers-agonistischer Aktivität als dimeres Histaprodifen identifiziert werden. Somit zeigen mei-
ne Untersuchungen die Schwierigkeiten der Definition voller inverser Agonisten. 
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5 Zusammenfassung  
 
     Die vorliegende Arbeit stellt eine systematische pharmakologische Analyse klassischer 
H1R-Agonisten und H1R-Antagonisten am humanen H4R dar. Zu diesem Zweck wurden die 
Eigenschaften verschiedener Liganden am Fusionsprotein hH4R-RGS19+Gαi2+β1γ2 unter-
sucht (siehe 1.1.5 und 3.1). Mit der Durchführung der [3H]-Kompetitions-Bindung und des 
GTPase-Assays wurden etablierte und ausreichend validierte Methoden zur Untersuchung 
der Liganden-Rezeptorinteraktion am H4R gewählt [77]. Dies ermöglichte es, sowohl Aussa-
gen zur Affinität als auch zur Effektivität der Liganden zu treffen. Es konnte gezeigt werden, 
dass H1-Antagonisten and H1-Agonisten am hH4R mit niedrigerer Affinität als am hH1R bin-
den. H1-Liganden zeigen dabei Partialagonismus, neutralen Agonismus und inversen Ago-
nismus. Astemizol, welches Ähnlichkeiten mit JNJ7777120 hat, ist ein guter Ausgangspunkt 
für die Entwicklung dualer H1R/H4R-Antagonisten. Solche Liganden könnten sehr nützlich zur 
Behandlung von Typ-1-Allergien sein. Dimeres Histaprodifen übertrifft Thioperamid als inver-
sen Agonisten hinsichtlich der Effektivität. Demnach ist dimeres Histaprodifen ein exzellenter 
Startpunkt zur Entwicklung selektiver, potenter und wirkungsvoller inverser Agonisten am 
hH4R. Solche Liganden könnten ebenfalls von großem therapeutischem Wert für die Be-
handlung von Typ-1-Allergien sein. Aufgrund bislang fehlender Untersuchungen des Einflus-
ses des H4-Rezeptors in asthmatische Prozesse beim Menschen sind weitere Studien zur 
Klärung dieser Fragestellung notwendig [78].  
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